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Strukturen werden auch komplexe N-Glykane bzw. Mannose defi- 
ziente Oder trunkierte N-Glykane genannt. Die a-Mannosylreste 
konnen welters durch GlcNAc ersetzt werden, an die Galaktose und 
Fucose gebunden sind, so daB eine Struktur hergestellt wird, die 
dem humanen Lewis a Epitop entspricht (Melo et al. 1997, FEBS 
Lett. 415, 186-191; Fitchette-Laine et al. 1997 Plant J. 12, 
1411-1417 ) . 

Weder die Xylose noch die al , 3-gebundene Fucose kommen in 
Saugerglykoproteinen vor. Es stellte sich heraus, daB die Core- 
al,3-Fucose eine wichtige Rolle in der Epitoperkennung von An- 
tikorpern spielt, die gegen pflanzliche und Insekten-N-gebundene 
Oligosaccharide gerichtet sind (I.B.H. Wilson et al., Glycobio- 
logy Vol. 8, Nr. 7, S. 651-661, 1998) und dadurch Immun- 
reaktionen im menschlichen Oder tierischen K6rper gegen diese 
Oligosaccharide auslosen. Der al , 3-Fucoserest scheint welters 
eine der Hauptursachen fiir die weit verbreitete allergische 
Kreuzreaktivitat zwischen verschiedenen pflanzlichen und Insek- 
ten-Allergenen zu sein (Tretter et al . , Int. Arch. Allergy Im- 
munol. 1993; 102:259-266) und wird auch "kreuzreaktive Koh- 
lenhydrat Determinante" (CCD) genannt. Bei einer Studie von 
Epitopen von Tomaten und Graspollen wurden ebenfalls al, 3-ge- 
bundene Fucoseresten als gemeinsame Determinante f estgestellt , 
was der Grund fiir das haufige gemeinsame Auftreten von Tomaten- 
und Graspollenallergien in Patienten zu sein scheint (Petersen 
et al. 1996, J. Allergy Clin. Immunol., Vol 98, 4; 805-814). Die 
CCDs verschleiern welters durch das haufige Auftreten von immu- 
nologischen Kreuzreaktionen Allergie-Diagnosen. 

Diese immunologischen Reaktionen, die von pflanzlichen Pro- 
teinen im menschlichen Korper ausgelost werden, 1st das Haupt- 
problem bei der medizinischen Verwendung von in Pflanzen produ- 
zierten, rekombinanten menschlichen Proteinen. Urn dieses Problem 
zu umgehen, muSte die al,3 Core-Fucosylierung verhindert werden. 
Es konnte in einer Studien gezeigt werden, daB Oligosaccharide, 
die anstelle einer L-Fucose ( 6-Deoxy-L-Galaktose ) eine L-Ga- 
laktose aufweisen, dennoch voll biologisch aktiv sind (E. Zab- 
lackis et al. 1996, Science, Vol 272). GemaB einer anderen Stu- 
die wurde eine Mutante der Pflanze Arabidopsis thaliana iso- 
liert, dem die N-Acetyl-Glucosaminyl-Transf erase I fehlt, das 
erste Enzym in der Biosynthese von komplexen Glykanen. Die 
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kationsnummer 1 codiert fur ein Protein mit 510 AminosSuren und 
mit einem theoretischen Molekulargewicht von 56 , 8 kDa, wobei im 
Bereich zwischen Asn36 und Gly54 vermutlich ein transmembranes 
Stuck vorliegt. Der errechnete pl-Wert des codierten Proteins 
der Sequenz gemaB der Sequenz - Ident i f ika t ionsnummer 1 betr^gt 
7, 51. 

Die Aktivitat der pflanzlichen Fucosyltransf erase wird durch 
ein Verfahren nachgewiesen und gemessen, wobei die Fu- 
cosyltransf erase zu einer Probe umfassend markierte Fucose und 
einen an einen Trager, z.B. Sepharose, gebundenen Akzeptor (z.B. 
ein Glykoprotein ) zugesetzt wird. Nach der Reaktionszeit wird 
die Probe gewaschen und der Gehalt an gebundener Fucose gemes- 
sen. Die Aktivitat der Fucosyltransf erase wird dabei als positiv 
angesehen, wenn die Aktivitatsmessung zumindest urn 10 bis 20%, 
insbesondere zumindest urn 30 bis 50% h6her liegt als die 
Aktivitatsmessung der Negativkontrolle. Die Struktur des Glyko- 
proteins kann zus^tzlich mittels HPLC verifiziert werden. Solche 
Protokolle sind Stand der Technik ( Staudacher et al. 1998, Anal. 
Biochem. 246, 96-101; Staudacher et al . 1991, Eur. J. Biochem, 
199, 745-751) . 

Beispielsweise wird Fucosyltransf erase zu einer Probe um- 
fassend radioaktiv markierter Fucose und einen Akzeptor, z.B. 
GlcNAc^l - 2Manal - 3 ( GlcNAc^l - 2Manal - 6 ) Manpl - 4GlcNAc0 1 - 4GlcNAc01 - 
Asn, zugesetzt. Nach Reaktionszeit wird die Probe durch Anio- 
nenaustauschchrbmatographie gereinigt und der Gehalt an gebun- 
dener Fucose gemessen. Aus der Differenz der gemessenen Radio- 
aktivitat der Probe mit Akzeptor und der einer Negativkontrolle 
ohne Akzeptor kann die Aktivitat errechnet werden. Die Aktivitat 
der Fucosyltransf erase wird bereits als positiv gewertet, wenn 
die gemessene Radioaktivitat zumindest. urn 30-40% hoher liegt als 
die gemessene Radioaktivitat der Negativprobe. 

Die Paarung von zwei DNA-Molekulen kann durch die Wahl der 
Temperatur und Ionenstarke der Probe verandert werden. Unter 
stringenten Bedingungen, werden erf indungegmaS Bedingungen ver- 
standen, die eine exakte, stringente, Bindung erm6glichen. Z.B. 
werden die DNA-Molekule in 7% Natrium Dodecyl Sulfat ( SDS ) , 0,5M 
NaP04 pH 7,0; ImM EDTA bei 50°C hybridisiert und mit 1% SDS bei 
42 °C gewaschen. 

Ob Sequenzen eine zumindest 50% Homologie zur Sequenz- 



dingungen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert oder die 
infolge des genet ischen Codes zur oben genannten DNA Sequenz 
degeneriert ist. Die Homologie wird vorzugsweise mit einem Pro- 
gramm bestimmt, das Insertionen und Deletionen erkennt und diese 
nicht in der Homologie-Berechnung beriicksichtigt . Diese Nukleo- 
tidsequenz codiert fur ein konserviertes Peptid-Motiv, d.h. daB 
die Mehrheit der aktiven und f unktionierenden GlcNAc-al , 3-Fu- 
cosyltransferasen die dadurch codierte Aminosaurensequenz um- 
faSt. Die Sequenz kann dabei sowohl die gleiche Gr5Be wie die 
Sequenz gemMB der Sequenz-Identif ikationsnummer 3 aufweisen, 
oder aber selbstverstandlich auch grGBer sein. 

Die Sequenz - Identi f ikationsnummer 3 weist folgende Sequenz 

auf : 

5 ' -gaagccctgaagcactacaaatttagcttagcgtttgaaaattcgaatgaggaag 
attatgtaactgaaaaattcttccaatcccttgttgctggaactgtccct -3 * 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfin- 
dung ein DNA-Molekiil, das eine Teilsequenz eines der oben ge- 
nannten DNA-MolekUle umfaBt und eine Gr5Be von 20 bis 200, vor- 
zugsweise 30 bis 50, Basenpaaren auf weist. Das DNA-Molekiil kann 
beispielsweise dazu eingesetzt werden, als Sonde an komp- 
lementare Sequenzen von GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erasen zu bin- 
den, so daB diese aus einer Probe selektiert werden k6nnen. Auf 
diese Weise konnen weitere GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erasen aus 
den verschiedensten Pflanzen und Insekten selektiert, isoliert 
und charakterisiert werden. Es konnen jede beliebige oder auch 
mehrere verschiedene Teilsequenzen verwendet werden, insbeson- 
dere ein Teil des oben schon beschriebenen konservierten Motivs. 

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn eines der oben ge- 
nannten DNA-Molekule kovalent mit einer nachweisbaren 
Markierungssubstanz assoziiert ist. Als Markierungssubstanz 
kommt jeder gebrauchliche Marker in Frage, so z.B. fluoreszie- 
rende, luminiszierende, radioaktive Marker, nicht-isotope Mar- 
kierungen, wie Biotin, etc. Dadurch werden Reagenzien bereitge- 
stellt, die fur den Nachweis, die Selektion und Quantif izierung 
von entsprechenden DNA-Molekvilen in festen Gewebeproben (z.B. 
von Pflanzen) oder auch in Flussigkeitsproben durch Hybridisie- 
rungsverf ahren niitzlich sind. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen biologisch 
funktionellen Vektor, der eines der oben genannten DNA-Molekule 
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len Vektor, der ein DNA-Molekul gemaB einem der oben beschrie- 
benen Ausf uhrungsf ormen oder Teile unterschiedlicher Lange davon 
in inverser Orientierung zum Promotor umfaBt. Wird dieser Vektor 
in eine Wirtszelle tranfektiert, wird eine "Antisense-mRNA" ab- 
gelesen, die komplement^r zur mRNA der GlcNAc al,3-Fu- 
cosyltransf erase ist und diese komplexiert. Diese Bindung be- 
hindert entweder die korrekte Prozessierung, den Transport:, die 
Stabilitat, oder durch Verhinderung der Ribosomenanlagerung die 
Translation und damit die normale Genexpression der GlcNAc al,3- 
Fucosyltransf erase . 

Obwohl die gesamte Sequenz des DNA-Molekul s in den Vektor 
eingebaut werden konnte, kGnnen Teilsequenzen davon aufgrund der 
geringeren GroBe fur bestimmte Zwecke vorteilhafter sein. Wich- 
tig ist z.B. beim Antisense-Aspekt, daB das DNA-Molekul groS 
genug ist, um eine ausreichend groBe Antisense-mRNA zu bilden, 
die an die Transf erase-mRNA bindet. Beispielsweise umfaBt ein 
geeignetes Antisense-RNA-Molekiil 50 bis 200 Nukleotide, da viele 
der bekannten natiirlich vorkommenden Antisense-RNA-Molekulen 
etwa 100 Nukleotide umf assen . 

Fur eine besonders effektive Inhibierung der Expression 
einer aktiven al , 3-Fucosyl transf erase ist eine Kombination der 
Sense-Technik und Antisense-Technik geeignet (Waterhouse et al. 
1998, Proc. Nat 1. Acad. Sci. USA, 95 : 13959-13964 ) . 

Vorteilhaf terweise werden schnell hybridisierende RNA-Mo- 
lekule eingesetzt. Die Effizienz von Antisense-RNA-Molekulen, 
die eine GroBe von uber 50 Nukleotiden aufweisen, hangt von der 
Anlagerungskinetik in vitro ab. So zeigen z.B. schnell an- 
lagernde Antisense-RNA-Molekule eine stMrkere Inhibition der 
Proteinexprimierung als langsam hybridisierende RNA-Molekule 
(Wagner et al . 1994, Annu. Rev. Microbiol., 48:713-742; Rittner 
et al. 1993, Nucl. Acids Res, 21:1381-1387). Solche schnell 
hybridisierenden Antisense-RNA-Molekule weisen insbesondere eine 
groBe Anzahl von externen Basen ( f reie Enden und Verbindungsse- 
quenzen ) , eine groBe Anzahl von strukturellen SubdomSnen (Kom- 
ponenten), sowie einen geringen Grad an Schleifen ( Patzel et al. 
1998; Nature Biotechnology, 16; 64-68) auf. Die hypothetischen 
Sekundarstrukturen des Antisense-RNA-Molekuls kbnnen z.B. mit 
Hilfe eines Computerprogramms ermittelt werden, nach dem eine 
geeignete Antisense-RNA DNA-Sequenz ausgesucht wird. 
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mRNA hergestellt werden, selbst wenn nicht die gesamte DNA-Se- 
quenz, die fur das Protein codiert, bekannt ist. Ribozyme sind 
besonders dann effizient, wenn die Ribosomen langsam an der mRNA 
entlang gleiten. In diesem Fall ist es fur das Ribozym leichter, 
eine Ribosomen- freie Stelle an der mRNA zu finden. Aus diesem 
Grund sind langsame Ribosomen-Mutante als System fur Ribozyme 
ebenfalls geeignet (J.Burke, 1997, Nature Biotechnology; 15, 
414-415) 

Eine Moglichkeit besteht auch darin, eine abgewandelte Form 
eines Ribozyms einzusetzen, namlich ein Minizym. Insbesondere 
fur das Schneiden von gr66eren mRNA-Molekulen sind Minizyme ef- 
fizient. Ein Minizym ist ein Hammerkopf -Ribozym, das anstelle 
der Stem/Loop II einen kurzen Oligonukleotid-Linker aufweist. 
Besonders effizient sind Dimer-Minizyme (Kuwabara et al . 1998, 
Nature Biotechnology, 16; 961-965). 

Demnach betrifft die Erfindung ebenfalls einen biologisch 
funktionellen Vektor, der eines der beiden zuletztgenannten DNA- 
Molekule (Mutations oder Ribozym-DNA-Molekul ) umfaSt. Hierbei 
gilt das oben beziiglich Vektoren bereits beschriebene. 

GemaS der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung einer 
cDNA umfassend das erf indungsgemaBe DNA-Molekul zur Verfugung 
gestellt, wobei RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, 
insbesondere aus Hypokotyl-Zellen, isoliert wird, mit der nach 
Zusetzen einer reversen Transkriptase und Primern eine reverse 
Transkription durchgefiihrt wird. Die einzelnen Schritte dieses 
Verfahrens werden nach Protokollen wie an sich bekannt durchge- 
fiihrt. Fur die reverse Transkription besteht einerseits die 
Moglichkeit, mit Hilfe von Oligo( dT ) -Primern die cDNA der ge- 
samten mRNA herzustellen und erst anschlieBend mit ausgewahlten 
Primern eine PCR durchzuf uhren, urn DNA-Molekule umfassend das 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Gen herzustellen. Andererseits 
konnen die ausgewahlten Primer direkt fur die reverse Trans- 
kription eingesetzt werden, urn eine kurze, spezifische cDNA zu 
erhalten. Die geeigneten Primer konnen z.B. synthetisch nach 
Vorlage von cDNA-Sequenzen der Transferase hergestellt werden. 

Die Erfindung betrifft welters ein Verfahren zum Klonieren 
einer GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase, dadurch gekennzeichnet , 
daB das erf indungsgemaBe DNA-Molekul in einen Vektor kloniert 
wird, der anschlieBend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt 
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Es gibt zahlreiche bekannte, ef f iziente Transfektionsmecha- 
nismen fur verschiedene Wirtssysteme. Einige Beispiele sind 
Elektroporation, die Calciumphosphatmethode, Mikroinjektion, 
Liposomenmethode . 

Die transfektierten Zellen werden anschlieSend selektiert, 
z.B. aufgrund von Antibiotika-Resistenzen, fiir die der Vektor 
Gene aufweist, Oder anderer Markergene. Danach werden die 
transfektierten Zellinien amplif iziert , entweder in kleineren 
Mengen, z.B. in Petrischalen, oder in groSen Mengen, etwa in 
Fermentoren . Weiters weisen Pflanzen eine besondere Eigenschaft 
auf, sie sind namlich in der Lage sich aus einer (transfektier- 
ten) Zelle bzw. aus einem Protoplasten zu einer vollstandigen 
Pflanze wieder zu entwickeln, die gezuchtet werden kann. 

Je nach eingesetztem Vektor kommt es zu Vorgangen im Wirt, 
so da8 die Enzym-Expression unterdriickt oder vollstandig unter- 
bunden wird: 

Wird der Vektor umfassend das DNA-Molekiil mit der Deletions- 
Insertions- oder Substitutionsmutation transf ektiert , so kommt 
es zu einer homologen Rekombination : Das mutierte DNA-Molekiil 
erkennt trotz Mutation die identische Sequenz im Genom der 
Wirtszelle und wird an genau der Stelle eingebaut, so daS ein 
"Knockout-Gen" entsteht. Auf diese Weise wird in das Gen fiir die 
GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase eine Mutation eingebracht, die 
die einwandfreie Expression der GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase 
inhibieren kann. Wie oben schon dargelegt ist es bei dieser 
Technik wichtig, daS die Mutation ausreicht, um die Expression 
des aktiven Proteins zu unterbinden. Nach Selektion und Ampli- 
fikation kann als zusatzliche Uberpriifung das Gen sequenziert 
werden, um den Erfolg der homologen Rekombination bzw. den Grad 
der Mutation f estzustellen. 

Wird der Vektor umfassend das DNA-Molekiil, das fiir ein Ri- 
bozym codiert, transf ektiert , so wird in der Wirtszelle das ak- 
tive Ribozym exprimiert. Das Ribozym komplexiert die komplemen- 
tare mRNA Sequenz der GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase zumindest 
an einer bestimmten Stelle, schneidet diese Stelle und kann auf 
diese Weise die Translation des Enzyms inhibieren. In dieser 
Wirtszelle sowie in den von ihr abstammenden Zellinien bzw. ge- 
gebenenfalls Pflanze wird keine GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase 
exprimiert . 
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1997, Plant J.; 11 ( 6 ): 1195-1206 ) . Dieses Verfahren funktioniert 
demnach nicht mit einem Vektor, sondern mit einem reinen DNA- 
Molekul. Das DNA-Molektil wird z.B. durch Genbombardement, Mi- 
kroinjektion oder Elektroporation, urn nur drei Beispiele zu 
nennen, in den Wirt eingeschleust . Wie oben bereits dargelegt, 
legt sich das DNA-Molekul an die homologe Sequenz im Genom des 
Wirten an, so daS es zu einer homologen Rekombination und damit 
zur Aufnahme der Deletions-, Insertions- bzw. Substitutions- 
mutation im Genom kommt: Die Exprimierung der GlcNAc-ctl , 3-Fu- 
cosyltransf erase kann unterdruckt bzw. vollstMndig unterbunden - 
werden . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Pflanzen bzw. 
Pf lanzenzellen sowie Insekten bzw. Insektenzellen, wobei ihre 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Aktivitat unter 50%, insbesondere 
unter 20%, besonders bevorzugt 0%, der in naturlichen Pflanzen 
bzw. Pf lanzenzellen und Insekten bzw. Insektenzellen vorkommende 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Aktivitat betrSgt. Der Vorteil 
dieser Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen liegt darin, daB die Glyko- 
proteine, die von ihnen produziert werden, keine bzw. kaum al,3- 
gebundene Fucose aufweisen. Werden nun Produkte dieser Pflanzen 
bzw. Insekten vom menschlichen oder Wirbeltier-Korper aufgenom- 
men, kommt es zu keiner Immunreaktion gegen das al , 3-Fucose- 
Epitop. 

Vorzugsweise werden rekombinante Pflanzen bzw. Pf lanzen- 
zellen zur Verfiigung gestellt, die nach einem der oben beschrie- 
benen Verfahren hergestellt sind und daB ihre GlcNAc-al , 3-Fu- 
cosyltransf eraseproduktion unterdruckt bzw. vollst&ndig unter- 
bunden ist. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls rekombinante Insekten bzw. 
Insektenzellen, die nach einem der oben beschriebenen Verfahren 
hergestellt sind und daB ihre GlcNAc al , 3 -Fucosyltransf erase- 
produktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist. Auch 
hier werden keine Glykoproteine mit al , 3-gebundenen Fucoseresten 
produziert, so daB es ebenfalls zu keiner Immunreaktion gegen 
das al , 3-Fucose-Epitop kommt. 

Die Erfindung bezieht sich auch auf ein PNA-Molekul, das 
eine Basensequenz umfaBt, die komplementar zur Sequenz des 
erf indungsgemaSen DNA-Molekuls sowie Teilsequenzen davon ist. 
PNA (Peptid Nukleinsaure) ist eine DNA ahnliche Sequenz, wobei 



Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Herstellung von re- 
kombinanten Glykoproteinen zur Verfligung, das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daB die erf indungsgemaBen, rekombinanten 
Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen sowie rekombinante Insekten bzw. 
Insektenzellen, deren GlcNAc-al ,3-Fucosyl transf erase-Produktion 
unterdrUckt bzw. vollstSndig unterbunden ist, Oder Pflanzen oder 
Insekten bzw. Zellen, in die nach dem erf indungsgemaBen Verfah- 
ren PNA-Molekule eingeschleust sind, transf ektiert sind, so daB 
die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. Dabei werden 
wie oben schon beschriebene Vektoren umfassend Gene fur die ge- 
wunschten Proteine in den Wirt bzw. Wirtszellen wie ebenfalls 
oben schon beschrieben transf ektiert . Die transf ektierten 
Pflanzen- oder Insektenzellen exprimieren die gewiinschten Pro- 
teine, wobei sie keine oder kaum al , 3-gebundene Fucose 
aufweisen. Dadurch losen sie die oben bereits erwahnten Immun- 
raktionen im menschlichen oder Wirbeltier-K6rper nicht aus. Es 
konnen jegliche Proteine in diesen Systemen produziert werden. 

Vorzugsweise wird ein Verfahren zur Herstellung von rekom- 
binanten humanen Glykoproteinen zur Verfugung gestellt, das da- 
durch gekennzeichnet ist, daB die erf indungsgemaBen, rekombin- 
anten Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen sowie rekombinante Insekten 
bzw. Insektenzellen, deren GlcNAc-al , 3 - Fucosyl trans f erasepro- 
duktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist, oder 
Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, in die nach dem erf indungs- 
gemaBen Verfahren PNA-Molekule eingeschleust sind, transf ektiert 
sind, so daB die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 
Durch dieses Verfahren wird es moglich, menschliche Proteine in 
Pflanzen( zellen) zu produzieren, die, wenn sie durch den 
menschlichen Korper aufgenommen sind, keine gegen al , 3-gebundene 
Fucosereste gerichtete Immunreaktion auslosen. Dabei besteht die 
Moglichkeit, Pf lanzensorten zur Produktion der rekombinanten 
Glykoproteine einzusetzen, die als Nahrungsmittel dienen, z.B. 
Banane, Kartoffel und/oder Tomate. Die Gewebe dieser Pflanze 
umfassen das rekombinante Glykoprotein, so daB z.B. durch 
Extraktion des rekombinanten Glykoproteins aus dem Gewebe und 
anschlieBende Verabreichung bzw. direkt durch den Verzehr des 
pflanzlichen Gewebes das rekombinante Glykoprotein in den 
menschlichen Korper aufgenommen wird. 

Bevorzugterweise ist dabei ein Verfahren zur Herstellung von 
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reaktion im menschlichen Korper ausgelGst, da, wie in der 
Beschreibungseinleitung schon dargestellt , die al , 3-gebundenen 
Fucose-Reste die Hauptursache der Immunreaktionen bzw. Kreuz- 
Immunreaktionen gegeri pflanzliche und Insekten-Glykoproteine 
sind. 

Ein weiterer Aspekt umfaBt eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung, die die erf indungsgemaBen Glykoproteine umfaBt. Zu- 
satzlich zu den erf indungsgemaBen Glykoproteinen umfaBt die 
pharmazeutische Zusammensetzung weitere, fiir solche Zusammen- 
setzungen ubliche ZusStze. Dies' sind z.B. "geeignete Verdiin- 
nungsmittel verschiedenen Puf f ergehalts (z.B. Tris-HCl, Acetat, 
Fhosphat), pH und Ionenstarke, Additive, wie etwa Tenside und 
Loslichmacher (z.B. Tween 80, Polysorbate 80), Konservierungs- 
mittel (z.B. Thimerosal, Benzylalkohol ) , Adjuvantien, Antioxida- 
tionsmittel (z.B. Ascorbinsaure, Natriummetabisulf it ) , 
Emulgatoren, Fullstof f e (z.B. Lactose, Mannitol ) , kovalente 
Bindung von Polymeren, wie etwa Polyethylenglykol, an das Pro- 
tein, Einbau des Materials in teilchenf ormige Zubereitungen von 
polymeren Verbindungen, wie etwa Polymilchsaure, Polyglykolsau- 
re, etc oder in Liposome, Hilfsstoffe und/oder Tragerstoffe, die 
bei der jeweiligen Behandlung niitzlich sind- Solche Zusammen- 
setzungen werden den physikalischen Zustand, die Stabilitat, die 
Geschwindigkeit der in-vivo Freisetzung und die Geschwindigkeit 
der in-vivo Ausscheidung der erf indungsgemaBen Glykoproteine 
beeinf lussen. 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zum Selektieren von 
DNA-Moleklilen zur Verfugung, die fur eine GlcNAc-al , 3-Fu- 
cosyl transferase codieren, in einer Probe, wobei die 
erf indungsgemaBen, markierten DNA-Molekule zur Probe zugesetzt 
werden, die an die DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc-al , 3-Fu- 
cosyltransf erase codieren, binden. Die hybridisierten DNA-Mole- 
kule konnen detektiert, quantif iziert und selektiert werden. 
Damit die Probe Einzelstrang-DNA aufweist, mit der die markier- 
ten DNA-Molekule hybridisieren k5nnen, wird die Probe, z.B. 
durch ErwSrmen, denaturiert. 

Eine MGglichkeit besteht darin, die zu untersuchende DNA, 
eventuell nach Zusetzen von Endonukleasen, durch Gelelektropho- 
rese auf einem Agarosegel zu trennen. Nach Uberfiihren auf eine 
Membran aus Nitrozellulose werden die erf indungsgemaBen mar- 
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liche Glykosylierungen sowie limitierte Proteolyse. Versuche 
zeigten, daB Mungobohnen-Samlinge von verschiedenen Pflanzen 
unterschiedliche Verhaitnisse der Isozyme aufweisen. Der pl-Wert 
eines Proteins kann durch isoelektrische Fokussierung, die dem 
Fachmann bekannt ist, festgestellt werden. 

Die Haupt-Isof orm des Enzyms weist ein apparentes Moleku- 
largewicht von 54 kDa auf. 

Insbesondere weist die erf indungsgemaBe Preparation Isofor- 
men mit pl-Werten von 6,8, 7.1 und 7.6 auf. 

Die Erfindung betrifft ebenso ein Verfahren zur Herstellung 
von "verpf lanzlichten" Kohlenhydrat-Einheiten von menschlichen 
und anderen Wirbeltier-Glykoproteinen, wobei zu einer Probe um- 
fassend eine Kohlenhydrat-Einheit bzw. ein Glykoprotein GlcNAc- 
otl , 3-Fucosyltransf erase sowie Fucose-Einheiten zugesetzt werden, 
so daB Fucose in al , 3-Stellung durch die GlcNAc-al , 3-Fu- 
cosyltransf erase an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykopro- 
tein gebunden wird. Durch das erf indungsgemaBe Verfahren zur 
Klonierung von GlcNAc-al , 3 -Fucosyl transferase ist es mGglich, 
groBe Mengen gereinigtes Enzym herzustellen. Urn eine voll aktive 
Transferase zu erhalten, werden geeignete Reaktionsbedingungen 
hergestellt. Es hat sich gezeigt, daB die Transferase eine be- 
sonders hohe Aktivitat bei einem pH-Wert von etwa 7 auf weist, 
wenn als Puffer 2- ( N-Morpholino ) Ethansulf onsaure-HCL verwendet 
wird. In Gegenwart von bivalenten Kationen, insbesondere Mn2+, 
wird die Aktivitcit der rekombinanten Transferase verstarkt. Die 
Kohlenhydrat-Einheit wird entweder in ungebundener Form oder an 
ein Protein gebunden zur Probe zugesetzt. Die rekombinante 
Transferase ist fur beide Formen aktiv. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und 
der Zeichnungsf iguren, auf die sie selbstverstandlich nicht 
eingeschrankt ist, weiter erlautert werden. Im einzelnen zeigen 
in der Zeichnung die Fig. la und lb die gemessenen Mengen an 
Protein und die gemessene Enzymaktivitat in den einzelnen Frak- 
tionen des Eluats als Kurven; die Fig. 2 die Abbildung eines 
Elektrophorese-Gels der GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase; die Fig. 
3 das Ergebnis der isoelektrischen Fokussierung und die gemes- 
sene Transf erase-AktivitSt der einzelnen Isoformen; die Fig. 4 
die N-terminalen Sequenzen von 4 tryptischen Peptiden 1-4 
sowie die DNA-Sequenz von drei Primern SI, A2 und A3; die Fig. 
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Schritt 4: Die dialysierte Probe wurde auf eine mit Puffer C 
kalibrierte GnGn-Sepharose-Saule aufgetragen. Das gebundene 
Protein wurde mit Puffer C umfassend 1 M NaCl anstelle von MnCl 2 
eluiert. 

Schritt 5: Das Enzym wurde anschlieBend gegen Puffer D dia- 
lysiert und auf eine GDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule aufge- 
bracht. Nach Waschen der Saule mit Puffer D wurde die Transfe- 
rase durch Ersetzen von MgCl 2 und NaCl mit 0.5 mM GDP eluiert. 
Aktive Fraktionen wurden gepoolt, gegen 20 mM Tris-HCL Puffer, 
pH 7.3, dialysiert und lyophilisiert . 

Die enzymatische Aktivitat der GlcNAc al , 3 Fucosyltransf e- 
rase wurde durch Verwendung von GnGn-Peptid und GDP-L- [U- 1 4 C] 
Fucose bei Substratkonzentrationen von jeweils 0.5 und 0.25, in 
Gegenwart von 2- ( N-Morpholin ) Ethansulf onsaure-HCl Puffer, Triton 
X-100, MnCl 2 , GlcNAc und AMP bestimmt (gemaB Staudacher et al . 
1998 Glycocon jugate J- 15, 355-360; Staudacher et al . 1991 
Eur. J.Biochem. 199, 745-751). 

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Bichinchonin- 

saure Methode (Pierce) Oder, bei den letzten Schritten der 
Enzymreinigung, mittels Aminosaurenanalyse bestimmt (Altmann 
1992 Anal.Biochem. 204, 215-219). 

In Fig la und lb sind die gemessenen Mengen an Protein und 
die gemessene Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktionen des 
Eluats als Kurven dargestellt. Fig. la zeigt die oben beschrie- 
bene Trennung auf der S-Sepharose Saule, Fig. 1 b die Trennung 
auf der GnGn-Sepharose-Saule, wobei der Kreis Protein, der 
schwarze, voile Kreis GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase und das 
Viereck N-Acetyl-fi-Glucosaminidase darstellt. Ein U ist defi- 
niert als die Menge Enzym, die 1 \xmol Fucose auf einen Akzeptor 
pro Minute tranferiert. 

Tabelle 1 zeigt die einzelnen Schritte der Transf erase- 
Reinigung . 
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Puffer C: 

25 mM Tris-HCl Puffer, pH 7.3 mit: 

5 mM MnCl 2 und 

0.02% NaN 3 
Puffer Do 

25 mM Tris-HCl, pH 7.3 mit: 

10 mM MgCl 2 , 

0.1 M NaCl und 

0.02% NaN 3 

Beispiel 2: 

SDS-Page und isoelektrische Fokussierung 

Eine SDS-Page wurde in einer Biorad-Mini-Protean-Zelle auf 
Gelen mit 12.5% Acrylamid und 1% Bisacrylamid durchgef uhrt. Die 
Gele wurden entweder mit Coomassie Brilliant Blau R-250 Oder 
Silber- gef ar-bt Isoelektrische Fokussierung der Fucosyl transfe- 
rase wurde auf vorgef ertigten Gelen mit einem pI-Bereich zwi- 
schen 6-9 ( Servalyt precotes 6-9, Serva ) durchgef uhrt . Die Gele 
wurden gem^B dem Protokoll des Herstellers mit Silber gefarbt. 
Fur die zweidimensionale Elektrophorese wurden Bahnen aus dem 
Fokussierungsgel ausgeschnitten, mit S-Alkylierungs-Reagentien 
und SDS behandelt und einer SDS-Page, wie oben beschrieben, un- 
terzogen. 

Fig. 2 stellt die Abbildung eines Elektrophorese-Gels der 
GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase dar, wobei links die zweidimen- 
sionale Elektrophorese und rechts die eindimensionale SDS-Page 
dargestellt sind. Dabei ist die mit A bezeichnete Bahn ein 
Standard, die mit B bezeichnete Bahn die GlcNAc ctl,3-Fu- 
cosyl transferase aus der GnGn-Sepharose-Saule und die mit C be- 
zeichnete Bahn "gereinigte" GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase, d.h. 
die Fraktion der GDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule . Die zwei Ban- 
den bei 54 und 56 kDa stellen Isoformen der Transferase dar. 

Fig. 3 zeigt das Ergebnis der isoelektrischen Fokussierung. 
Bahn A wurde mit Silber gefarbt, auf Bahn B wurde Aktivitat der 
Transferase Isoformen getestet. Die AktivitSt ist dabei als % 
Fucose angegeben, die von GDP-Fucose auf das Subtstrat transfe- 
riert wurde . 
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wurden 40 Zyklen von 1 min bei 95 °C, 1 min bei 49 °C und 2 min 
bei 72 °C durchlaufen. Der letzte Extensionsschritt wurde bei 
72 °C fur 8 min durchgef uhrt . PCR Produkte wurden in den pCR2 . 1 
Vektor subkloniert, wobei das TA Cloning Kit von Invitrogen 
verwendet wurde, und sequenziert. Die Produkte dieser PCR waren 
zwei DNA-Fragmente mit der Lange von 744bp und 780bp, wobei 
beide DNA-Fragmente dasselbe 5 ' -Ende aufweisen (s. auch Fig.7). 

Ausgehend von diesen zwei DNA-Fragmenten wurden die fehlen- 
-den 5'.und 3' Regionen der cDNA durch 5 1 - und 3'- Rapid Ampli- 
fikation von cDNA-Enden (RACE) erhalten, wobei der RACE Kit von 
Gibco-BRL verwendet wurde. Als Antisense-Primer wurde der uni- 
verselle Amplif ikations-Primer des Kits und als Sense-Primer 
entweder 5 * - CTGGAACTGTCCCTGTGGT T - 3 1 ( Sequenz-Identif ikations- 
nummer 12) Oder 5 1 -AGTGCACTAGAGGGCCAGAA-3 ' ( Sequenz-Identif i- 
kationsnummer 13) verwendet. Es wurde auch als Sense Primer der 
verkurzte Anker-Primer des Kits und als Antisense-Primer 5'- 
TTCGAGCACCACAATTGGAAAT - 3 ' ( Sequenz-Identif ikationsnummer 14 ) 
Oder 5 1 -GAATGCAAAGACGGCACGATGAAT-3 1 ( Sequenz-Identif ikations- 
nummer 1 5 ) verwendet - 

Die PCR wurde mit einer Annealing Temperatur von 55 °C und 
den oben beschriebenen Bedingungen durchgef uhrt . Die 5' und 3 1 
RACE Produkte wurden in den pCR2 . 1 Vektor subkloniert und se- 
quenziert: Die Sequenzen der subklonierten Fragmente wurden 
mittels der Didesoxynukleotid-Methode sequenziert (ABI PRISM Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit und ABI PRISM 310 
Genetic analyser ( Perkin Elmer)). T7 und M13 Vorwarts-Primer 
wurden fur die Sequenzierung der in den pCR2 . 1 Vektor klonierten 
Produkte verwendet. Beide Strange der Codierungsregion wurden 
vom Vienna VBC Genomics-Sequencing Service sequenziert, wobei 
inf rarotmarkierte Primer ( IRD700 und IRD800) und ein LI -COR Long 
Read IR 4200 Sequenzierer (Lincoln, NE ) verwendet wurden. 

Fig. 5a und 5b zeigen die gesamte cDNA, die eine GroSe von 
2198 bp und einen offenen Leserahmen von 1530 bp aufweist (Se- 
quenz-Identif ikationsnummer 1). Der offene Leserahmen ( Startco- 
don bei Basenpaaren 211-213, Stopcodon bei Basenpaar 1740-1743) 
codiert fur ein Protein von 510 Aminosauren mit einem Molekular- 
gewicht von 56.8 kDA und einem theoretischen pi -Wert von 7.51. 

Fig. 6a und 6b zeigen die von der cDNA hergeleitete Amino- 
saurensequenz der GlcNAc-al,3 Fucosyltransf erase ( Sequenz Iden- 
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cosy ltransf erase samt cytoplasmatischer und transmembraner Re- 
gion wurde mit dem Vorwarts-Primer 5 ' -cggcggatcCGCAATTGAATGATG- 
3* ( Sequenz-Identif ikationsnummer 16) und Ruckwarts -Primer 5'- 
ccggctgcaGTACCATTTAGCGCAT-3 ' ( Sequenz-Identif ikationsnummer 17) 
mit dem Expand High Fidelity PCR System von Boehringer Mannheim 
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit PstI und BamHI doppelt 
verdaut und in Alkalin-Phosphatase behandeltem Baculovirus 
Transfer-Vektor pVL1393, der zuvor mit PstI und BamHI verdaut 
wurde, subkloniert. Um eine homologe Rekombination zu gewahr- 
leisten, wurde der Trans fervektor mit Baculo Gold viraler DNA 
(PharMingen, San Diego, CA) in Sf9 Insektenzellen in IPL-41 
Medium mit Lipofectin cotransf ektiert . Nach einer Inkubation von 
5 Tagen bei 27 °C wurden verschiedene Volumina des Uberstandes 
mit dem rekombinanten Virus zur Infektion der Sf21 Insekten- 
zellen verwendet. Nach einer Inkubation von 4 Tagen bei 27 °C in 
IPL-41 Medium mit 5% FCS wurden die Sfl Zellen geerntet und 2x 
mit Phosphat gepufferter Salzlosung gewaschen. Die Zellen wurden 
in 25 mM Tris HCL Puffer, pH 7.4., mit 2% Triton X-100 resuspen- 
diert und durch Sonifikation auf Eis auf gebrochen . 

Beispiel 6: 

Assay fur die GlcNAc Ql , 3 Fucosyltransf erase-Aktivitat 

Das Homogenat und der Zelluberstand wurden auf GlcNAc al,3 
Fucosyltransf erase getestet. Blindproben wurden mit rekombinatem 
Baculovirus, der fur die Tabak-GlcNAc-Transf erase I (Strasser et 
al. 1999, Glycobiology, im Druck) codiert, durchgef uhrt . 

Fig- 9 zeigt die gemessene Enzymaktivitat der rekombinanten 
GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase sowie der Negativkontrolle. Im 
besten Fall war die Enzymaktivitat der cotransf ektierten Zellen 
und deren Uberstand 30x hoher als die der Negativkontrollen. 
Diese endogene Aktivitat, die in Abwesenheit der rekombinanten 
Transferase meBbar ist, kommt im wesentlichen von der Insekten- 
al, 6-Fucosyltransf erase und nur zu einem geringen Prozentsatz 
von der GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase- Demnach betragt die Er- 
hohung der GlcNAc-ral , 3-Fucosyltransf erase, die von den rekombi- 
nanten Baculoviren stammt, weit uber das lOOfache. 

Das Enzym zeigte eine breite Maximal-Aktivitat um einen pH- 
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cosyltransferase notwendig zu sein. Die rekombinante Transferase 
war weiters inaktiv hinsichtlich die gebrauchlichen Akzeptoren, 
die far die Bestimmung der Blutgruppen al , 3/4-Fucosyltransf e- 
rasen, die die Fucose auf GlcNAc an den nicht reduzierenden 
Enden von Oligosacchariden transf eriert . Die scheinbaren Km- 
Werte fur die Akzeptor-Substrate GnGn-Peptid, GnGnF 6 -Peptid, 
M5Gn-Asn und fur das Donor Substrat GDP-Fucose wurden auf 0.19, 
0.13, 0.23 bzw. 0.11 geschatzt. Die Strukturen der Molekule sind 
in Fig. 10a und 10b dargestellt. 



Tabelle 3 



Akzeptor-Substrat rel . 


AKtlVltat 


K -Wprt 




% 


mM 


GnGn-Peptid 


100 


0.19 


GnGnF 6 - Pep t id 


87 


0.13 


M5Gn-Asn 


71 


0.23 


MM-Peptid 


0 




Galpl-4GlcNAc 


0 




Galpl-3GlcNAc 


0 




Gaipi-3GlcNActil-3Gaipi-4Glc 


0 





Beispiel 7: 

Massenspektrometrie des Fucosyl-Transf erase Produkts 

Dabsyliertes GnGn-Hexapeptid ( 2nmol ) wurde mit dem 
Insektenzellen-Homogenat umfassend die rekombinante GlcNAc-al,3 
Fucosyltransf erase (0.08 mU) in Gegenwart von nicht radioaktiver 
GDP-L-Fucose (10 nmol ) , 2- ( N-Morpholin )Ethansulf onsfiure-HCL 
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C dargestellt. Die unverdaute Probe A zeigt zwei Hauptpeaks: Das 
Substrat bei 2261.4 m/z und das fucosylierte Produkt bei 2407.7 
m/z. Die mittlere Kurve zeigt das Massenspektrum der Probe B, 
mit N-Glycosidase A behandelt, die beide Glykopeptide hydroly- 
sierto Der Peakt bei 963.32 stellt das deglycosylierte Produkt 
dar. Die untere Kurve zeigt das Massensepktrum der Probe C. Die 
N-Glykosidase F ist nicht in der Lage, al,3 fucosylierte Subs- 
trate zu hydrolysieren, so daS das Spektrum den Peak bei 2406.7 
m/z des f ucosylierten Produkts aufweist, wahrend der Peak des 
hydrolysierten Substrats (9 63.08 m/z) aufscheint. 

Beispiel 8: 

HPLC Analyse des pyridylaminierten Fucosyltransf erase-Produkts 

Die beiden oben beschriebenen Proben ( f ucosyliertes Produkt 
und Negativkontrolle) wurden mit N-Glykosidase A verdaut. Die 
erhaltenen Oligosaccharide wurden pyridylaminiert und mittels 
reverse Phase HPLC analysiert (Wilson et al. 1998 Glycobiology 
8, 651-661; Kubelka et al. 1994 Arch.Biochem.Biophys.308, 148- 
157; Hase et al. 1984 J.Biochem. 95, 197-203). 

In Fig. 13 stellt im oberen Diagramm B die Negativkontrolle 
dar, wobei zusatzlich zum Restsubstrat ( GnGn-Peptid ) al , 6 fu- 
cosyliertes Produkt zu sehen ist. A weist einen Peak bei we- 
sentlich geringerer Retentionszeit auf, was fur an den reduzie- 
renden GlcNAc-al , 3-gebundene Fucose spezifisch ist. 

Im unteren Diagnramm wurde das isolierte Transf erase-Produkt 
vor (Kurve A) und nach Verdauung durch N-Acetyl-(3-Glukosamini- 
dase (Kurve B) mit MMF 3 aus Honigbiene Phospholipase A 2 (Kurve 
C) verglichen. 
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AAGTCGTGTT CGGTTGGATG TAAATTTGGG TTTAGTGGGG ATAGAAAGCC AGATGCCGCA 
TTTGGGTTAC CTCAACCAAG TGGAACAGCT AGCATTCTGC GATCAATGGA ATCAGCAGAA 
TACTATGCTG AGAACAATAT TGCCATGGCA AGACGGAGGG GATATAACAT CGTAATGACA 
ACCAGTCTAT CTTCGGATGT TCCTGTTGGA TATTTTTCAT GGGCTGAGTA T GAT AT GAT G 
GCACCAGTGC AGCCGAAAAC TGAAGCTGCT CTTGCAGCTG CTTTCATTTC CAATTGTGGT 
GCTCGAAATT TCCGGTTGCA AGCTCTTGAG GCCCTTGAAA AATCAAACAT CAAAATTGAT 
TCTTATGGTG GTTGTCACAG GAACCGTGAT GGAAGAGTGA ACAAAGT GGA AGCCCTGAAG 
CACTACAAAT TTAGCTTAGC GTTTGAAAAT TCGAAT GAGG AAGATT AT GT AACTGAAAAA 
TTCTTCCAAT CCCTTGTTGC TGGAACTGTC CCTGTGGTTG TTGGTGCTCC AAATATTCAG 
GACTTTGCTC CTTCTCCTGG TTCAATTTTA CAT AT T AAAG AGATAGAGGA TGTTGAGTCT 
TGCAAAGA CCAT GAGAT A TCTAGCAGAA AATCCCGAAG CAT AT AAT C A AT CATT GAGG 
TGGAAGTATG AGGGTCCATC TGACTCCTTC AAGGCCCTTG TGGATATGGC AGCT GT G CAT 
TCATCGTGCC GT CTTTGCAT TCACTTGGCC ACAGTGAGTA GAGAGAAGGA AGAAAATAAT 
CCAAGCCTTA AGAGACGTCC TTGCAAGTGC ACTAGAGGGC CAGAAAC CGT AT AT CAT AT C 
TATGTCAGAG AAAGGGGAAG GTTT GAGATG . . GAGTCCATTT . ACCT GAGGTC TAGCAATTTA 
ACTCTGAATG CTGTGAAGGC TGCTGTTGTT TTGAAGTTCA CATCCCTGAA TCTTGTGCCT 
GTATGGAAGA CTGAAAGGCC TGAAGTTATA AGAGGGGGGA GTGCTTTAAA ACTCTACAAA 
ATATACCCAA TTGGCTTGAC ACAGAGACAA GCTCTTTATA CCTTCAGCTT CAAAGGTGAT 
GCTGATTTCA GGAGTCACTT GGAGAACAAT CCTTGTGCCA AGTTTGAAGT CATTTTTGTG 
TAGCATGCGC TAAAT GGT AC CTCTGCTCTA C CT GAATTAG CTTCACTTAG CTGAGCACTA 
tCTAGAGTTT TAGGAATGAG TAT GGCAGT G AATATGGCAT GGCTTTATTT ATGCCTAGTT 
TCTTGGCCAA CTCATTGATG TTTTGTATAA GACATCACAC TTTAATTTTA AACTTGTTTC 
TGTAGAAGTG CAAATCCATA TTTAATGCTT AGTTTTAGTG CTCTTATCTG AT CAT CT AGA 
AGTCACAGTT CTTGTATATT GTGAGTGAAA ACT GAAATCT AATAGAAGGA T CAGAT GTTT 
CACTCAAGAC ACATTATTAC T T CAT GTT GT TTTGATGATC TCGAGCTTTT TTAGTGTCTG 
GAACTGTCCC TGTGGTTTGA G C AC CT GTT A TTGCTTCAGT GTTACTGTCC AGTGGTTATC 
GTTTTTGACC TCTAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LDNGE: 510 Aminos„uren 

(B) ART: Aminos „ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2198 



(ii) ART DES MOLEKsLS: Protein 



Glu Lys Phe Phe Gin Ser Leu Val Ala Gly Thr Val Pro Val Val Val 
290 295 300 



Gly Ala Pro Asn lie Gin Asp Phe Ala Pro Ser Pro Gly Ser lie Leu 
305 310 315 320 

His He Lys Glu He Glu Asp Val Glu Ser Val Ala Lys Thr Met Arg 
325 330 335 

Tyr Leu Ala Glu Asn Pro Glu Ala Tyr Asn Gin Ser Leu Arg Trp Lys 
340 345 350 

Tyr Glu Gly Pro Ser Asp Ser Phe Lys Ala Leu Val Asp Met Ala Ala 
355 360 365 

Val His Ser Ser Cys Arg Leu Cys He His Leu Ala Thr Val Ser Arg 
370 375 380 

Glu Lys Glu Glu Asn Asn Pro Ser Leu Lys Arg Arg Pro Cys Lys Cys 
385 390 395 400 

Thr Arg Gly Pro Glu Thr Val Tyr His He Tyr Val Arg Glu Arg Gly 
405 410 415 

Arg Phe Glu Met Glu Ser He Tyr Leu Arg Ser Ser Asn Leu Thr Leu 
420 425 430 

As n ..Al.a.„.Va 1 „Ly s_ . Al a„ Al a^JVa 1 Va l_„Leju_ .Lyjs . JPhe__Th Ser Leu As n Leu 

435 440 445 

Val Pro Val Trp Lys Thr Glu Arg Pro Glu Val He Arg Gly Gly Ser 
450 455 460 

Ala Leu Lys Leu Tyr Lys lie Tyr Pro He Gly Leu Thr Gin Arg Gin 
465 470 475 480 

Ala Leu Tyr Thr Phe Ser Phe Lys Gly Asp Ala Asp Phe Arg Ser His 
485 490 495 

Leu Glu Asn Asn Pro Cys Ala Lys Phe Glu Val He Phe Val 
500 505 510 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 3: 

{ i ) S EQU ENZKENNZEICHEN : 

(A) LONGE : 105 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GAAGCCCTGA AGCACTACAA ATTTAGCTTA GCGTTTGAAA ATTCGAATGA GGAAGATTAT 
GTAACTGAAA AATTCTTCCA ATCCCTTGTT GCTGGAACTG TCCCT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 
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(B) ART: Aminos „u re 

(C) STRANGFORM: Einzels t rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Peptic! 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn lie Ala 
15 10 

( 2 ) _ AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) S EQU EN Z KENN Z E I CH EN : 

(A) LDNGE: 10 Aminos „uren 

(B) ART: Aminos w ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 



Gly Arg Phe Glu Met Glu Ser lie Tyr Leu 
15 10 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i ) S EQU EN Z K ENN Z E I CH EN : 

(A) LDNGE: 2 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleins„ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA" 

(vi) URSPRsNLICHE HERKUNFT : 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
GCNGARTAYT AYGCNGARAA YAAYATHGC 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZ KENNZEI CHEN : 

(A) LDNGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleins „ure 
(A)' BESCHREIBUNG: /desc = "DNA" 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LDNGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleins„ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA" 




(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
TTCGAGCACC ACAATT GGAA AT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LDNGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleins „ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA" 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 15: 
GAAT GCAAAG ACGGCACGAT GAAT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LDNGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleins „ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA" 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 16: 
CGGCGGATCC GCAAT T GAAT GATG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LDNGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleins„ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA" 



Patentanspriiche : 
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1. DNA-Molekiil, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Sequenz 
gemafi der Sequenz -Identif ikationsnummer 1 mit einetn offenen 
Leserahmen von Basenpaar 211 bis Basenpaar 1740 umfaSt oder zu- 
mindest 50% Homologie zur obengenannten Sequenz aufweist oder 
unter stringenten Bedingungen mit der oben genannten Sequenz 
hybridisiert oder eine Sequenz umfaSt, die infolge des geneti- 
schen Codes zur oben genannten DNA-Sequenz degeneriert ist, 
wobei die Sequenz fur ein pf lanzliches Protein mit einer Fu-~ 
cosyltransferase-Aktivitat codiert oder dazu komplementar ist. 

2. DNA-Molekiil gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS es 
fur ein Protein mit einer GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase-Akti- 
vitat, insbesondere mit einer Core-al,3- Fucosyltransf erase - 
Aktivitat, codiert. 

3. DNA-Molekiil nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS es zumindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Ho- 
mologie zur Sequenz gemaS der Sequenz -Identif ikationsnummer 1 
aufweist . 

4. DNA-Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS es 2150 bis 2250, insbesondere 2198, Basen- 
paare umfaSt . 

5. DNA-Molekiil, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Sequenz 
gemaS der Sequenz- Identif ikationsnummer 3 umfafit oder eine Se- 
quenz umfaSt, die zumindest 85%, insbesondere zumindest 95%, 
Homologie zur obengenannten Sequenz aufweist oder unter strin- 
genten Bedingungen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert 
oder die infolge des genetischen Codes zur oben genannten DNA- 
Sequenz degeneriert ist. 

6. DNA-Molekiil, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Teilsequenz 
eines DNA-Molekiils gemaS einem der Anspriiche 1 bis 5 umfaSt und 
eine GroSe von 20 bis 200, vorzugsweise 30 bis 50, Basenpaaren 
aufweist . 

7. DNA-Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS es kovalent mit einer nachweisbaren 
Markierungssubstanz assoziiert ist. 

8. Biologisch funktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, daS 
er ein DNA--Molekul gemaS einem der Anspriiche 1 bis 7 oder Teile 
unterschiedlicher Lange davon umfaSt. 



17. Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen sowie Insekten bzw. Insekten- 
zellen, dadurch gekennzeichnet, daS ihre GlcNAc arl,3- 
Fucosyltransferase-Aktivitat unter 50%, insbesondere unter 20%, 
besonders bevorzugt 0%, der in natiirlichen Pflanzen bzw. 

Pf lanzenzellen und Insekten bzw. Insektenzellen vorkommende Gl- 
cNAc-arl, 3 -Fucosyltransf erase-Aktivitat betragt . 

18. Rekombinante Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ sie nach einem Verfahren gemaS Anspruch 15 oder 16 
hergestellt sind und dag ihre GlcNAc al , 3 -Fucosyltransf erase- 
produktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden ist. 

19 . Rekombinante Insekten bzw. Insektenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie nach einem Verfahren gemaS Anspruch 15 oder 16 
hergestellt sind und da£ ihre GlcNAc al., 3 -Fucosyltransf erase- 
produktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden ist. 

20. PNA-Molekiil, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Basense- 
quenz umfafit, die komplementar zur Sequenz eines DNA-Molekiils 
gemaS einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen davon ist. 

21. PNA-Molekiil, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Basense- 
quenz umfaSt, die der Sequenz eines DNA-Molekiils gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen davon entspricht. 

22. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen oder Insekten bzw. 
Zellen, insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, die eine 
blockierte Expression der GlcNAc-orl, 3 -Fucosyltransf erase auf dem 
Niveau der Transkription bzw. Translation aufweisen, dadurch 
gekennzeichnet, da6 PNA-Molekiile gemaS Anspruch 20 oder 21 in 
die Zellen eingeschleust werden. 

23. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Glykoproteinen, 
dadurch gekennzeichnet, daS das System nach einem der Anspruche 
17 bis 19 oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach 
einem Verfahren gemaS Anspruch 22 hergestellt sind, transfek- 
tiert ist (sind) , so da£ die rekombinanten Glykoproteine expri- 
miert werden. 

24 . Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen, dadurch gekennzeichnet, daS das System nach einem der 
Anspruche 17 bis 19 oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die 
nach einem Verfahren gemaS Anspruch 22 hergestellt sind, trans- 
fektiert ist (sind) , so daS die rekombinanten Glykoproteine ex- 
primiert werden. 

25. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
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33- Preparation von GlcNAc-arl , 3 -Fucosyltransf erase, die nach 
einem Verfahren gemaS Anspruch 14 kloniert wurde, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.0 und 
9.0, insbesondere zwischen 6.8 und 8.2, aufweist. 

34. Preparation nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daS 
sie Isoformen mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 aufweist. 

35. Verfahren zur Herstellung von verpf lanzlichten Kohlenhydrat- 
Einheiten von menschlichen und anderen Wirbeltier-Glykoprotei- 
nen, _dadurch gekennzeichnet, dafi zu einer Probe umfassend eine 
Kohlenhydrat-Einheit bzw. ein Glykoprotein GlcNAc-al , 3 -Fu- 
cosyltransf erase sowie Fucose-Einheiten zugesetzt werden, so dafi 
Fucose in al , 3 -Stellung durch die GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykoprotein gebunden wird. 
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ACTAACTCAA 


ACGCTGCATT 


TTCTTTTTTC 


TTTCAGGGAA 


CCATCCACCC 


ATAACAACAA 


60 


AAAAAACAAC 


AGCAAGCTGT 


GTTTTTTTTA 


TCGTTCTTTT 


TCTTTAAACA 


AGCACCCCCA 


120 


TCATGGAATC 


GTGCTCATAA 


CGCCAAAATT 


TTCCATTTCC 


CTTTGATTTT 


TAGTTTATTT 


180 


TGCGGAATTG 


GCAGTTGGGG 


GCGCAATTGA 


ATGATGGGTC 


TGTTGACGAA 


TCTTCGAGGC 


240 


TCGAGAACAG 


ATGGTGCCCA 


ACAAGACAGC 


TTACCCGTTT 


TGGCTCCGGG 


AGGCAACCCA 


300 


AAGAGGAAAT 


GGAGCAATCT 


AATGCCTCTT 


GTTGTTGCCC 


TTGTGGTCAT 


CGCGGAGATC 


360 


GCGTTTCTGG 


GTAGGTTGGA 


TATGGCCAAA 


AACGCCGCCA 


TGGTTGACTC 


CCTCGCTGAC 


420 


TTCTTCTACC 


GCTCTCGAGC 


GGTCGTTGAA 


GGTGACGATT 


TGGGGTTGGG 


TTTGGTGGCT 


480 


TCTGATCGGA 


ATTCTGAATC 


GTATAGTTGT 


GAGGAATGGT 


TGGAGAGGGA 


GGATGCTGTC 


540 


ACGTATTCGA 


GGGGCTT.TTC 


CAAAGAGCCT 


ATTTTTGTTT 


CTGGAGCTGA 


TCAGGAGTGG 


600 


AAGTCGTGTT 


CGGTTGGATG 


TAAATTTGGG 


TTTAGTGGGG 


ATAGAAAGCC 


AGATGCCGCA 


660 


TTTGGGTTAC 


CTCAACCAAG 


TGGAACAGCT 


AGCATTCTGC 


GATCAATGGA 


ATCAGCAGAA 


720 


TACTATGCTG 


AGAACAATAT 


TGCCATGGCA 


AGACGGAGGG 


GATATAACAT 


CGTAATGACA 


780 


ACCAGTCTAT 


CTTCGGATGT 


TCCTGTTGGA 


TATTTTTCAT 


GGGCTGAGTA 


TGATATGATG 


840 


GCACCAGTGC 


AGCCGAAAAC 


TGAAGCTGCT 


CTTGCAGCTG 


CTTTCATTTC 


CAATTGTGGT 


900 


GCTCGAAATT 


TCCGGTTGCA 


AGCTCTTGAG 


GCCCTTGAAA 


AATCAAACAT 


CAAAATTGAT 


960 


TCTTATGGTG 


GTTGTCACAG 


GAACCGTGAT 


GGAAGAGTGA 


ACAAAGTGGA 


AGCCCTGAAG 


1020 


CACTACAAAT 


TTAGCTTAGC 


GTTTGAAAAT 


TCGAATGAGG 


AAGATTATGT 


AACTGAAAAA 


1080 


TTCTTCCAAT 


CCCTTGTTGC 


TGGAACTGTC 


CCTGTGGTTG 


TTGGTGCTCC 


AAATATTCAG 


1140 
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2 7 0 / 9 "9 I 

Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Arg Gly Ser Arg Thr Asp Gly Ala 
1 5 10 15 

Gin Gin Asp Ser Leu Pro Val Leu Ala Pro Gly Gly Asn Pro Lys Arg 
20 25 30 

Lys Trp Ser Asn Leu Met Pro Leu Val Val Ala Leu Val Val lie Ala 
35 40 * 45 

Glu lie Ala Phe Leu Gly Arg Leu Asp Met Ala Lys Asn Ala Ala Met 
50 55 60 

Val Asp Ser Leu Ala Asp Phe Phe Tyr Arg Ser Arg Ala Val Val Glu 
65 70 75 80 

Gly Asp Asp Leu Gly Leu Gly Leu Val Ala Ser Asp Arg Asn Ser Glu 

_85 ...... 90 95 

Ser Tyr Ser Cys Glu Glu Trp Leu Glu Arg Glu Asp Ala Val Thr Tyr 
100 105 110 

Ser Arg Gly Phe 'Ser Lys Glu Pro lie Phe Val Ser Gly Ala Asp Gin 
115 120 125 

Glu Trp Lys Ser Cys Ser Val Gly Cys Lys Phe Gly Phe Ser Gly Asp 
130 135 140 

Arg Lys Pro Asp Ala Ala Phe Gly Leu Pro Gin Pro Ser Gly Thr Ala 
145 150 155 160 

Ser He Leu Arg Ser Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn 
165 170 175 

He Ala Met Ala Arg Arg Arg Gly Tyr Asn lie Val Met Thr Thr Ser 
180 185 190 

Leu Ser Ser Asp Val Pro Val Gly Tyr Phe Ser Trp Ala Glu Tyr Asp 
195 200 205 

Met Met Ala Pro Val Gin Pro Lys Thr Glu Ala Ala Leu /Via Ala Ala 
210 215 220 

Phe lie Ser Asn Cys Gly Ala Arg Ash Phe Arg Leu Gin Ala Leu Glu 
225 230 235 240 

Ala Leu Glu Lys Ser Asn He Lys lie Asp Ser Tyr Gly Gly Cys His 
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Fucosyl transferase Negativkontrolle 
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